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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados no Brasil, com predominancia de
cultivares hibridas. A técnica de duplo-haploide revolucionou o melhoramento de milho,
reduzindo significativamente o tempo necessario para alcangar a homozigose genética, na
obtencdo de linhagens endogamicas, para posterior obtengdo dos hibridos. Quando células
haploides passam com sucesso pela duplicacdo cromossomica, seja provocada natural ou
intencionalmente, elas geram um genétipo duplo-haploide. Hoje, sdo varios os métodos de
obtencao de milho duplo-haploide, que no geral, seguem quatro etapas principais: indugdo do
gendtipo fonte; identificacdo das sementes haploides; duplicagdo dos cromossomos nos
haploides e obtencdo de sementes das linhagens duplo-haploides. Variaveis ambientais sdao
fatores relevantes que podem influenciar o processo, sendo a altitude, um importante fator, pois
tem efeito direto na temperatura que afeta a fotossintese e a respira¢dao das plantas. De modo
geral, o milho cultivado em locais mais elevados tem um aumento na produtividade, a depender
da adaptabilidade do genotipo. Assim, a hipdtese deste trabalho ¢ que as diferencas de altitude
onde os duplo-haploides de milho sdo obtidos influenciam significativamente nas taxas de
indu¢do de haploidia, afetando a eficiéncia do processo. Objetiva-se, portanto, avaliar a
influéncia da altitude, das safras, dos indutores e dos gendtipos nas taxas de inducgdo de
haploidia em milho. Para averiguar tais suposi¢des, quatro genotipos de milho de diferentes
texturas e tipos de grdos serdo induzidos e os campos de indugdo ocorreram em locais com
diferentes altitudes (Cristalina, GO e Porto Nacional, TO), durante a primeira e segunda safra.
A separagdo de sementes haploides e diploides foi realizada com base em marcadores
morfologicos. Os resultados demonstraram variagdo significativa na taxa de indugdo de
haploidia (TIH) em fun¢ao dos ambientes avaliados, com médias variando de 1,59% a 3,50% e
média geral de 2,38%. Observou-se maior eficiéncia de indu¢do nos ambientes de segunda
safra, evidenciando a influéncia das condi¢cdes ambientais. A analise de variancia confirmou
efeito significativo de local, época de plantio, origem e tipo de indutor, sendo a época de plantio
o fator de maior impacto. De modo geral, a interagdo entre fatores ambientais e genéticos
determina a eficiéncia da inducdo de haploidia, contribuindo para a otimizagdo da obten¢do de

duplo-haploides e maior eficiéncia nos programas de melhoramento de milho.

Palavras-chave: Zea mays L. Hibrido. Melhoramento Genético



ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most important cultivated cereals in Brazil, with predominance
of hybrid cultivars. The double-haploid technique revolutionized the corn breeding programs
by significantly reduce the time required to achieve genetic homozygosity in inbred lines for
subsequent hybrid production. When haploid cells successfully undergo chromosome
duplication, whether induced naturally or intentionally, they generate a double-haploid
genotype. Nowadays there are several methods for obtaining double-haploids lines in corn,
following four main steps: source genotype induction; haploids seeds identification; haploids
chromosomes duplication and attainment of the double-haploid lines. Environmental diversity
is a relevant factor that can influence this process. For corn, altitude is a key environmental
factor that has a direct effect on temperature which affects plant photosynthesis and respiration.
Generally, depending on the genotype adaptability, corn hybrids grown at higher altitudes show
an increased yielding. So, the hypothesis of this study was evaluated whether the altitude where
double-haploid corn is obtained can significantly affect the haploidy induction rate and the
overall process efficiency. In addition to altitude, the growing seasons, the inducers type and
the genotypes were also evaluated. Four corn genotypes with different textures and grain types
were induced. The experiments were conducted at different altitudes, in Cristalina (GO) and
Porto Nacional (TO), during the main season and during the off-season crop. The separation of
haploid and diploid seeds was carried out based on morphological markers. The results
demonstrated significant variation in the haploid induction rate (HIR) as a function of the
evaluated environments, with values ranging from 1.59% to 3.50% and an overall mean of
2.38%. Higher induction efficiency was observed in second-season environments, highlighting
the influence of environmental conditions. Analysis of variance confirmed significant effects
of location, planting season, inducer origin, and inducer type, with planting season being the
most influential factor. Overall, the interaction between environmental and genetic factors
determines the efficiency of haploid induction, contributing to the optimization of doubled

haploid production and improved efficiency in maize breeding programs.

Keywords: Zea mays L.; Hybrid; Genetic Improvement.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos ambientes, das safras, dos
indutores e dos genotipos nas taxas de indugao de haploidia em milho, visando contribuir para
a otimizagdo da obteng¢do de linhas duplo-haploides em programas de melhoramento genético.
Os resultados demonstraram que fatores ambientais, especialmente local de cultivo e época de
plantio, exercem influéncia significativa sobre a taxa de inducdo de haploidia, com médias
variando de 1,59% a 3,50%, evidenciando potencial para aumento da eficiéncia do processo de
produgdo de linhagens homozigotas. O estudo apresenta impactos tecnoldgicos relevantes ao
fortalecer o uso da tecnologia de duplo-haploides no melhoramento genético do milho,
reduzindo o tempo necessario para obtencao de linhagens puras e aumentando a eficiéncia na
selecao de hibridos comerciais adaptados as diferentes condi¢des ambientais brasileiras. Os
impactos econdmicos estdo relacionados a possibilidade de redugdo de custos operacionais em
programas de melhoramento, maior agilidade no desenvolvimento de cultivares superiores e
potencial incremento da produtividade agricola. O trabalho também apresenta impactos sociais
e ambientais indiretos, ao contribuir para o desenvolvimento de materiais genéticos mais
adaptados e produtivos, favorecendo a sustentabilidade da cadeia produtiva do milho nas
regides avaliadas, especialmente nos estados de Goias e Tocantins. A pesquisa contou com
participagdo de pesquisadores, estudantes e equipe técnica vinculados a Universidade Federal
de Lavras e a empresa Inova Genética, fortalecendo a integra¢do entre universidade e setor
produtivo. Os resultados do estudo estdo alinhados as areas tematicas de Meio Ambiente,
Tecnologia e Producao e Trabalho, além dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
2 — Fome Zero e Agricultura Sustentavel, 12 — Consumo e Produgdo Responsaveis, 13 — Agdo

Contra a Mudanga Global do Clima e 15 — Vida Terrestre.



IMPACT INDICATORS

The present study aimed to evaluate the influence of environments, growing seasons, inducers
and genotypes on haploid induction rates in maize, contributing to the optimization of doubled
haploid line production in breeding programs. The results demonstrated that environmental
factors, especially cultivation site and planting season, significantly affect haploid induction
rates, with averages ranging from 1.59% to 3.50%, highlighting the potential to improve the
efficiency of doubled haploid technology. The study presents important technological impacts
by strengthening the application of doubled haploid techniques in maize breeding programs,
reducing the time required to obtain homozygous lines and increasing efficiency in the selection
of commercial hybrids adapted to different Brazilian environmental conditions. Economic
impacts are associated with the potential reduction of operational costs in breeding programs,
faster development of superior cultivars and possible gains in agricultural productivity. The
research also presents indirect social and environmental impacts by contributing to the
development of more adapted and productive genetic materials, favoring sustainability in the
maize production chain in the evaluated regions, especially in the states of Goias and Tocantins,
Brazil. The study involved researchers, students and technical staff linked to the Federal
University of Lavras and the company Inova Genética, strengthening the integration between
university and the productive sector. The results are aligned with the thematic areas of
Environment, Technology and Production, and Work, as well as with the United Nations
Sustainable Development Goals (SDGs) 2 — Zero Hunger and Sustainable Agriculture, 12 —

Responsible Consumption and Production, 13 — Climate Action and 15 — Life on Land.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, dentre os cereais mais cultivados, o milho (Zea mays L.) € o mais expressivo,
(IBGE, 2023), sendo as cultivares disponiveis no mercado em sua maior parte hibridas, por
volta de 90% (Pereira Filho; Borghi, 2022). A obtencdo de linhagens endogédmicas, para
posterior obten¢dao dos hibridos, foi revolucionada com o uso da técnica de duplo-haploide
(DH), que veio como uma alternativa eficaz em relagdo ao método tradicional de obtengdo de
linhagem endogamica de milho. O processo tradicional requer de seis a oito geracdes de
autofecundagdes, para que a planta alcance o percentual de homozigose necessario (Chang;
Coe, 2009; Mitiku, 2022; Prasanna; Chaikam; Mahuku, 2012).

Com a tecnologia DH, a homozigose genética ¢ alcangada em uma uUnica geragao,
tornando-se popular por acelerar o melhoramento genético em culturas como o milho
acelerando o langamento de hibridos comerciais no mercado de sementes (Chaikam et al., 2019;
Dang et al., 2012; Wang et al., 2019). Inicialmente ¢ feita a indugdo dos haploide, que possui
apenas uma copia de cada gene. A duplicagcdo cromossdmica dos haploides origina os duplo-
haploides (DH), que apresentam 100% de homozigose genética. Esses genotipos ndo exibem
segregacdo mendeliana nas geragdes subsequentes, exceto por variagdes decorrentes de
mutacoes espontaneas (Chang; Coe, 2009; Prasanna; Chaikam; Mahuku, 2012).

A tecnologia em milho tornou-se parte integrante de diversos programas de
melhoramento comerciais por facilitar a logistica, no que se refere ao tempo, trabalho e recursos
financeiros para o desenvolvimento de linhagens (Prasanna; Chaikam; Mahuku, 2012). Assim,
permite-se também, uma melhor exploragdo da variabilidade genética e aumento da eficiéncia
da selecdo (Pires et al., 2019), em especial quando combinado a marcadores moleculares,
oferecendo oportunidade para a realizacdo de estudos de associacdo de caracteristicas de
interesse, introgressao genética, gendmica funcional, citogenética molecular e engenharia
genética (Chaikam et al., 2019; Prasanna; Chaikam; Mahuku, 2012).

O aumento da eficiéncia da producao da linha DH e a reducao do custo por linha DH
impulsionaram a integra¢dao perfeita da tecnologia DH em programas de melhoramento de
milho. No entanto, questdes ambientais que influenciam na taxa de indugao de haploidia (TIH)
e obtencdo de DH sdo pouco abordadas em literaturas especificas. Questdes limitantes
frequentemente abordadas sdo relacionadas a indutores com alta capacidade de indugdo e
protocolos eficientes e reprodutiveis de duplicagdo cromossdmica (Pires et al., 2019).

A altitude influencia o desempenho da cultura do milho, pois tem efeito direto na

temperatura o que afeta a fotossintese e a respiracdo das plantas. De forma geral, o milho



11

cultivado em maiores altitudes apresenta maior rendimento de grdos, que acarreta maior
produtividade (Cruz et al., 2011).

Do exposto, a hipotese deste trabalho ¢ que as diferencas ambientais, em especial a
altitude onde os duplo-haploides de milho sdo obtidos e o gendtipo estudado influenciam
significativamente nas taxas de inducdo de haploidia (TIH), afetando a eficiéncia geral do

processo ¢ a qualidade das linhagens DH resultantes.

2  REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos do milho

E uma cultura diploide (2n = 20), nativa da América Central (México), pois 14 sdo
encontrados seus parentes silvestres mais proximos (Teosinte e Tripsacum). E uma planta anual
da ordem Poales, familia Poaceae, género Zea e espécie Zea mays L. (Belay, 2022; Pinho;
Santos; Pinho, 2017).

A planta de milho ¢ dividida morfologicamente em duas partes, a primeira localizada
abaixo do solo, formada pelo sistema radicular e a segunda pela parte aérea, conformada pelo
caule, folhas, pendao e espiga (Pinho; Santos; Pinho, 2017).

O ciclo de desenvolvimento inicia-se com a germinagdo e emergéncia da plantula,
nutrida inicialmente pelas reservas da semente. A radicula ¢ responsavel pelo estabelecimento
inicial e perdura até o inicio do estagio vegetativo 3 (V3) quando surgem os pelos radiculares.
As raizes secundarias se desenvolvem entre o 4° € 6° no, por volta do estagio V6, sendo as
principais responsaveis pela nutri¢do da planta. No final do ciclo vegetativo surgem as raizes
adventicias responsaveis pela sustentagdo (EMBRAPA, 2017; Pinho; Santos; Pinho, 2017).

O colmo ¢ dividido em nos e entrenos, variando de 10 a 24. A planta atinge em média
dois metros, variando de um metro (linhagens) a quatro metros (hibridos antigos) apresentando
na sua extremidade superior a inflorescéncia masculina (penddo), com as espiguetas masculinas
reunidas em espigas verticais terminais (Pinho; Santos; Pinho, 2017; Silva et al., 2021).

Por volta de dez dias apds o surgimento do penddo, surge a inflorescéncia feminina
(espiga), quando a planta tem de 11 a 12 folhas expandidas. O periodo da diferenciagdao do
pendao até o florescimento dura de cinco a seis semanas, coincidindo com o surgimento das
raizes secundarias nos nos inferiores acima do solo (EMBRAPA, 2017, Pinho; Santos; Pinho,

2017).
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De 10 a 12 dias apds o surgimento do penddo, quando os estilos-estigmas se tornam
visiveis, ocorre a polinizagio (EMBRAPA, 2006). Na espiga, podem se formar entre 700 e
1000 6vulos. Apos a fecundagao dos 6vulos, a planta leva aproximadamente 60 dias para atingir

a maturacgao fisioldégica, momento em que ocorre 0 maximo acumulo de massa seca nos graos

(EMBRAPA, 2017).
2.2 Panorama da producio de milho

A producao global de milho (graos) na safra 2021/22 atingiu a marca de 1,16 bilhdo de
toneladas. Os principais produtores mundiais foram os Estados Unidos da América (EUA),
liderando com 348,75 milhdes de toneladas, seguidos pela China, com 277,20 milhdes de
toneladas e Brasil, com 113,13 milhdes de toneladas. A China apresentou maior area cultivada
com 43,05 milhdes de hectares, seguido pelos EUA com 32,05 milhdes de hectares e pelo
Brasil, que deteve 21,58 milhdes de hectares, sendo a producdo global de 204,53 milhdes de
hectares (AMIS, 2023).

Na safra 2022/2023 houve um aumento de 3,2% da area plantada de milho no Brasil,
alcangando 22.269,2 milhdes de hectares cultivados, sendo a regido Centro-Oeste responsavel
por 52,32% desta area. A produtividade nacional média teve um aumento de 13% chegando a
5.923 kg/ha e a regido Centro-Oeste obteve a maior produtividade (6.641 kg/ha). A
produtividade teve um acréscimo de 16,6%, chegando a 131.892,6 milhdes de hectares. O
Centro-Oeste brasileiro ¢ o maior produtor nacional, com 58,66% na safra 2022/2023 (Tabela

1) (CONAB, 2024).

Tabela 1 — Dados de area, produgao e produtividade para safras 2021/22 e 2022/23.
Safra

Regido 2021/22 2022/23 Variagdo (%)

AREA (milhdes de hectare)

Norte 1.089,6 1.229,9 12,9

Nordeste 3.167,2 3.300,7 4.2

Centro-oeste 10.713,4 11.650,5 8,7

Sudeste 2.280,9 2.088.8 -8,4

Sul 4.329,5 3.999,3 -7,6

Brasil 21.580,6 22.269,2 3,2
PRODUTIVIDADE (kg/ha)

Norte 4277 4.332 1,3
Nordeste 3.390 3.542 4.5
Centro-oeste 5.993 6.641 10,8
Sudeste 5.285 6.088 15,2

Sul 4.959 6.198 25,0
Brasil 5.242 5.923 13,0

Fonte: Adaptado de CONAB (2024).
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Tabela 2 — Dados de area, produtividade e produgdo para safras 2021/22 e 2022/23

ix Safra -
Regiao 2021/22 2022/23 Variagao (%)
PRODUCAO (milhdes de toneladas)

Norte 4.660,5 5.327,3 14,3

Nordeste 10.737,0 11.691,5 8,9

Centro-oeste 64.210,1 77.369,5 20,5

Sudeste 12.054,9 12.716,1 5,5

Sul 21.467,9 24.788,2 15,5

Brasil 113.130,4 131.892,6 16,6

Fonte: Adaptado de CONAB (2024).

A niveis regionais para a safra 2022/23 as maiores areas plantadas sdo dos estados de
Mato Grosso (7.428,1 milhdes de hectares), Parana (2.855,8 milhdes de hectares) e Mato
Grosso do Sul (2.262,6 milhdes de hectares), respectivamente. No que se refere a produtividade
destacam-se: Santa Catarina (8.164 kg/ha), Mato Grosso (6.898 kg/ha) e Roraima (6.720 kg/ha).
A produgdo ¢ liderada pelo Mato Grosso (51.240,6 milhdes de toneladas), seguido por Parana
(18.509,2 milhdes de toneladas) e Mato Grosso do Sul (13.112,2 milhdes de toneladas)
(CONAB, 2024).

O milho destaca-se por sua importancia econdmica pois, além de ser utilizado na
alimenta¢do humana e animal, ¢ utilizado também na industria tecnologica. Além disso, o milho
vem sendo utilizado para producao de etanol como alternativa a cana-de-agucar (Coélho, 2023;

EMBRAPA, 2021; Sampaio; De Assis, 2023).

2.3 Interacgao genotipos por ambientes

Para Borém e Miranda (2013) as caracteristicas edafoclimaticas relacionadas ao cultivo,
como a distribuicao das chuvas, a umidade do ar, a temperatura do ar e do solo, a infestacdo de
pragas e a ocorréncia de doencgas, entre outros fatores que influenciam o crescimento das
plantas, sdo coletivamente chamadas de ambiente. Em outras palavras, o ambiente ¢ composto
por todos os fatores que afetam o desenvolvimento das plantas e que nao tém origem genética.

Assim, a diversidade ambiental torna-se um fator relevante no melhoramento de plantas,
tendo em vista a importancia da interacdo genotipos por ambientes que influenciam as
caracteristicas de interesse, uma vez que os sistemas de producdo ndo sao idénticos. Em uma
mesma regido edafoclimatica existem condicdes distintas de solo, clima, biodiversidade e
praticas de gestdo, o que torna a avaliacdo dos gendtipos para a recomendacao de cultivo em
diferentes ambientes uma das etapas mais importantes em programas de melhoramento (Simon

et al., 2020; Zystro et al., 2021).
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Na cultura do milho um fator ambiental influente ¢ a altitude, pois tem efeito direto na
temperatura, afetando a fotossintese e a respiragdo. A cultura ¢ distribuida nas mais diversas
altitudes, estabelecendo-se desde as localidades situadas abaixo do nivel do mar, regido do Mar
Caspio, até as regides mais elevadas como os Andes peruanos com 2.500m de altitude,
presentes em quase todos os continentes (Cruz et al., 2011; Fancelli, 2015; Solaimalai et al.,
2020;).

No Brasil, o milho cultivado em maiores altitudes apresenta maior nimero de dias para
atingir o pendoamento, aumentando o ciclo e apresentando maior rendimento de graos, que
acarreta maior produtividade. Altitudes mais elevadas resultam em temperaturas méaximas
menores ¢ mais proximas da temperatura 6tima. Menores temperaturas noturnas diminuem a
taxa de respiragao, resultando na reducao do ponto de compensagdo, que também implica o

aumento da produtividade (Cruz et al., 2011).

24 Obtencao de linhagens de milho duplo haploide

Quando células haploides passam com sucesso pela duplicagdo cromossdmica, seja
provocada natural ou intencionalmente, elas geram um genétipo DH (Mitiku, 2022). Hoje, sao
varios os métodos de obtencao de DH, em milho segue quatro etapas principais: (1) indug¢ao do
genotipo fonte; (2) identificagdo das sementes haploides; (3) duplicagdo dos cromossomos nos
haploides; e (4) obtencao de sementes das linhas DH (Borém; Miranda; Chaikam et al., 2019).

De modo geral, a indug¢do ¢ realizada pelo cruzamento de uma planta indutora de
haploidia (geralmente como parental masculino) com o genoétipo fonte ou alvo, a identificagado
das sementes haploides ocorre através de marcadores morfologicos no grao, a duplicagao
cromossomica dos haploides ¢ realizada, geralmente, por tratamento com colchicina e para

obtencdo de sementes DH ¢ realizada autofecundagdo de plantas DO (Mitiku, 2022).

2.4.1 Inducao de genotipo fonte

Tanto os métodos in vitro quanto in vivo podem ser utilizados para obter haploides de
milho, no entanto técnicas in vitro sdo limitadas devido a falta de resposta de muitos genotipos
e a necessidade de recursos financeiros ¢ humanos (Chaikam et al., 2019; Mitiku, 2022). A
indugdo de haploides no milho ¢ diversificada e os principais métodos sdao descritos a seguir

(Chang e Coe, 2009):
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I. Haploides espontaneos: Ocorrem naturalmente com uma frequéncia de 0,05 a 0,1%,
sendo a maioria de origem materna.

II. Indugao genética: Certos estoques genéticos ou genes especificos podem aumentar
significativamente a producdo de sementes haploides. Esse mecanismo ainda nao ¢
completamente compreendido.

III. Modificagdes no manejo: Embora a indugdo de haploidia seja majoritariamente de
origem genética, fatores ambientais e de manejo podem influenciar positivamente o processo.

IV. Indugdo artificial: Envolve o uso de agentes quimicos, radiagdo ou culturas celulares
para obtencao de haploides, embora com limitagdes praticas em milho.

V. Culturas celulares: Métodos como cultura de anteras, embrides € micrésporos sao
utilizados para obter plantulas haploides, apesar da baixa eficiéncia.

V1. Cruzamentos amplos e eliminagdo cromossdmica: Hibridizagao remota e eliminagao
cromossOomica podem gerar haploides duplicados em algumas espécies.

VII. Apomixia: A indugdo ocorre pela regeneragdo de sementes ou plantulas de

gametofitos ndo fertilizados.

2.4.2 Identificagao de haploides

Os haploides induzidos in vivo podem ser distinguidos dos diploides nos estagios de
semente, plantula ou planta adulta. Marcadores de cor sdo frequentemente usados para separar
entre graos obtidos por fertilizagdo comum e aqueles advindos por indugao haploide (Chaikam
et al., 2019; Mitiku, 2022).

Como os haploides ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente 10%, a maioria
das sementes resultantes dos cruzamentos de inducdo sdo diploides, tornando-se inadequadas
para a producdo de linhas DH. Identificar haploides na fase de semente ¢ altamente vantajoso,
pois reduz significativamente o nimero de mudas e plantas que precisam ser tratadas nas etapas
subsequentes do desenvolvimento de linhas DH, resultando em uma economia substancial de
custos. A distingdo entre haploides e diploides pode ser feita pela expressdo de marcadores

genéticos ou por diferencas intrinsecas entre eles (Chaikam et al., 2019).

2.4.3 Duplicagao dos cromossomos nos haploides
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Como as plantas haploides sdo estéreis, a duplicagdo do conjunto de cromossomos se
torna o passo mais importante apés a sele¢do de sementes haploides (Dang et al., 2012), sendo
necessario duplicar seu conjunto cromossomico para restaurar o nimero de cromossomos €
estabilizar as caracteristicas desejadas na planta. Para obter haploides duplicados, utilizam-se
alguns métodos de duplicagdo cromossomica (Chang; Coe, 2009):

I. Duplicagdo espontanea: A duplicagdo espontidnea produz plantas diploides férteis.
Uma pequena propor¢ao de células haploides somaticas de uma planta haploide pode se
duplicar espontaneamente por fusdo de células somaticas, endorreduplicagdao, endomitose ou
outros mecanismos.

II. Selegdo para duplicacdo espontinea: A recuperagdo de linhas haploides duplicadas,
utilizando linhas DH como pais fonte no proximo ciclo de selecdo, aumenta a frequéncia de
diploidizagao espontanea.

III. Duplicagdo artificial: Quando a taxa de restauragdo espontanea da fertilidade do
penddo ¢ superior a 20%, ndo € necessario aplicar tratamento quimico para duplicar o nimero
de cromossomos. No entanto, ¢ possivel aumentar a frequéncia de duplicacdo em plantulas
haploides para 20-50% tratando mudas haploides com solu¢do de colchicina a 0,06-0,5%

(Rotarenco et al., 2010; Prasanna et al., 2012; Chaikam et al., 2019).

2.4.4 Obtencao de sementes das linhas DH

A autofecundagdo de plantas haploides apds a duplicagdo cromossdmica produz
linhagens DH. Tal processo ¢ delicado tendo em vista a sensibilidade das plantas haploides que
apresentam suscetibilidade a varios estresses bidticos e abidticos. O proprio tratamento de
duplicacdo cromossdmica impde mais estresse, aumentando assim a mortalidade de mudas

(Chaikam et al., 2019).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Genético

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados quatro indutores de haploidia
disponibilizados pelo Cimmyt e oito indutores previamente submetidos a um processo de
melhoramento visando a adaptagdo ao ambiente tropical, conduzido pelo programa de

melhoramento de milho da Inova Genética Ltda, totalizando 12 indutores de haploidia (Tabela
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3). Foram avaliadas oito populagdes de milho em geracdo F. segregante: IMB24535 (A),
IMB24536 (B), IMB24538 (C), IMB24539 (D), IMB24540 (E), IMB24543 (F), IMB24545 (G)
e IMA20808 (H). As populagdes diferem quanto ao tipo de grao, sendo amarelo semi-dentado
(A-D), alaranjado semi-duro (E-G) e branco duro (H). Os campos de indugao foram instalados
nas Estacdes de pesquisa da Inova Genética, em dois locais de altitudes distintas: Cristalina,

Goiés (994m) e Porto Nacional, Tocantins (230m).

Tabela 3 - Caracterizacdo dos indutores de haploidia quanto ao tipo, origem, safra de avaliagao
e locais.

Indutor Tipo Origem Safra Locais
CIMP1 Linhagem  Cimmyt 1* e 2% safras CRIe PN
CIMP1.7411 Linhagem Inova 1* e 2% safras CRIe PN
CIMP1.7411 x CIMP1 Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP1.7411 x CIMP2.1061  Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP1.7411 x CIMP2.A Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP1.7411 x CIMP2.B Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP1.7411 x CIMP3 Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP1 x CIMP2.B Hibrido Inova 2% safra CRIe PN
CIMP2 Linhagem  Cimmyt 1* e 2% safras CRIe PN
CIMP2.932 Linhagem Inova 1% e 2° safras CRIe PN
CIMP3 Linhagem  Cimmyt 1* e 2% safras CRIe PN
CIMP4 Hibrido Cimmyt 1% e 2° safras CRIe PN

Fonte: Do autor (2026).
3.2 Execuc¢ido Experimental

Os campos de inducdo conduzidos em Cristalina foram caracterizados por alta altitude
e, em Porto Nacional, por baixa altitude. Para a montagem dos ensaios, foram preparados oito
saquinhos com 25 sementes de cada indutor, para cada local e safra. Ja para as populagdes,
foram feitos seis saquinhos com 12 sementes para cada ensaio. Assim, totalizaram-se quatro
experimentos: dois conduzidos em Cristalina, sendo primeira safra (CRI_Safral) e segunda
safra (CRI_Safra2), e dois em Porto Nacional, correspondentes a primeira safra (PN_Safral) e
segunda safra (PN_Safra2).

O plantio dos campos de inducdo seguiu o Delineamento de Blocos Casualizados e
iniciou-se pelas populagdes a serem induzidas, sendo implantadas seis linhas de 2 metros cada,
em apenas uma ¢época de plantio. Na sequéncia, foram plantados os indutores, que foram
semeados em uma linha de 5 metros, em quatro épocas distintas (5, 10, 15 e 20 dias apos o

semeio das populagdes), com duas repeti¢des, visando melhor sincronizacao do florescimento.
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As indugdes foram realizadas manualmente. Apds a coleta do polen dos indutores, foi
realizada a polinizagdo das plantas dos gendtipos a serem induzidos. Antes que os estilo-
estigmas estivessem receptiveis, as espigas foram previamente protegidas com saquinhos
apropriados, a fim de evitar polinizacao com polen indesejavel. Para cada cruzamento realizado,
foi feita a identificag@o correspondente, garantindo a rastreabilidade dos genitores.

Apobs a maturacao fisiologica das espigas provenientes dos cruzamentos, foi realizada a
colheita individual de cada espiga, utilizando-se sacos apropriados e zelando-se pela correta
identificacdo da origem e dos respectivos genitores. Em seguida, as espigas foram
encaminhadas ao secador até atingirem aproximadamente 13% de umidade. Posteriormente,
procedeu-se a trilha e ao armazenamento das sementes em camara fria.

A separagao das sementes haploides das diploides foi realizada com base no marcador
morfolégico R1-navajo (R1-nj), no qual sementes com endosperma roxo € embrido branco
foram classificadas como haploides, enquanto as demais foram consideradas diploides
(Chaikam et al., 2019). Dessa forma, foi possivel estimar a taxa de indugdo de cada indutor em

cada genotipo fonte.

3.3 Analises Genético-Estatisticas
3.3.1 Analises de Variancia (ANOVA)

ApOs a obtencao, tabulagdo e organizagao dos dados referentes a TIH, realizou-se o teste
de normalidade dos residuos por meio do teste de Shapiro-Wilk, visando verificar o
atendimento aos pressupostos da andlise de varidncia. Uma vez atendido esse pressuposto,
procedeu-se a andlise de variancia (ANOVA) individual para cada ambiente, utilizando-se o
pacote estatistico agricolae no software R (DE MENDIBURU, 2020).

As andlises individuais foram conduzidas considerando o delineamento em blocos
casualizados (DBC), segundo o seguinte modelo estatistico:

yij=u+li+Bj+eij

em que:

. Yi; € o valor observado da taxa de indugédo do i-€simo indutor no j-é€simo bloco;
. u € amédia geral do experimento;

. I; ¢ o efeito fixo do i-ésimo indutor;

. B;j ¢ o efeito do j-€simo bloco;
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. e;j € o erro aleatorio associado a observagdo, assumindo distribui¢do normal
com média zero € variancia constante, e;; ~ N (0, a?).

A andlise individual teve como objetivo verificar a existéncia de diferencas
significativas entre os indutores dentro de cada ambiente avaliado.

Posteriormente, realizou-se a andlise de varidncia conjunta para os ambientes que
apresentaram homogeneidade das variancias residuais. A homogeneidade foi verificada
conforme o critério proposto por Pimentel-Gomes (2000), considerando-se homogéneas as
variancias quando a razao entre o maior ¢ o menor quadrado médio do residuo (QMR) das
analises individuais foi inferior a 7,0.

Atendido esse pressuposto, procedeu-se a ANOVA conjunta, também utilizando o
pacote agricolae (DE MENDIBURU, 2020), segundo o modelo estatistico:

Yijlt =+ L+ 0, + E, + T¢ + By + Hy + Bjpy + ey

em que:
. Yijki € 0 valor observado da taxa de indugao;

. u € amédia geral;

. L; ¢ o efeito fixo do [-ésimo local;

. 0, ¢ o efeito fixo da origem do indutor;

. E, € o efeito fixo da €poca de plantio;

. T; € o efeito fixo do tipo de indutor;

. F, ¢ o efeito fixo da populagéo;

. H, ¢ o efeito fixo do grupo heterdtico;

. Bjy € o efeito do j-¢simo bloco dentro do [-¢ésimo local,

. eijki € o erro aleatdrio associado a observagdo, assumindo e;j,; ~ N (O, a?).

Os efeitos foram avaliados por meio do teste F ao nivel de 5% de probabilidade. O
coeficiente de variacdo experimental (CV%) foi estimado para mensurar a precisao
experimental, sendo interpretado conforme recomendagdes cldssicas para experimentagdo

agricola (PIMENTEL-GOMES, 2000).
3.3.2 Analise de comparagdo de médias — Boxplot

A distribuicao da TIH e da taxa de populagdes induzidas foi avaliada por meio de

graficos do tipo boxplot (diagrama de caixas), considerando os diferentes fatores explicativos
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do experimento: local, época de plantio, origem do indutor, tipo de indutor, populagdes e
indutores per se.

Os boxplots foram construidos a partir dos valores observados de TIH, permitindo a
visualizagao simultanea da mediana, da amplitude interquartilica (AIQ) — correspondente ao
intervalo entre o primeiro (Q1) e o terceiro quartil (Q3) —, dos limites inferior e superior dos
dados nao discrepantes e da presenca de valores extremos (outliers). Esse tipo de representacao
grafica possibilita comparar tendéncia central, dispersao e assimetria dos dados entre diferentes
grupos experimentais (Tukey, 1977).

A amplitude interquartilica foi utilizada como medida robusta de variabilidade, uma vez
que ¢ pouco sensivel a valores extremos e fornece estimativa consistente da dispersdo dos 50%
centrais dos dados (Montgomery, 2019). A interpretacdo grafica considerou: (i) a posi¢dao da
mediana como indicador de desempenho médio relativo;
(i) a altura da caixa como indicativo de  variabilidade  central,;
(iii) a extensdo dos bigodes como indicativo da amplitude total ndo discrepante;
(iv) a presenca de outliers como possiveis respostas especificas associadas a interagdo genotipo
x ambiente.

As andlises graficas foram realizadas no software R (R Core Team, 2023), utilizando
rotinas do pacote ggplot2 (Wickham, 2016). A visualizacao por boxplots foi empregada como
ferramenta complementar a analise de variancia, permitindo interpretacdo exploratoria da

variacao fenotipica e da estabilidade relativa dos indutores sob diferentes condi¢des ambientais.

3.3.3 Me¢étodo GGE biplot

Para a anélise de adaptabilidade e estabilidade da TIH foi utilizado o método GGE biplot
(Genotype plus Genotype by Environment), proposto por Yan et al. (2000). Somente os seis
indutores de haploidia avaliados nos quatro locais e nas duas safras (Tabela 3) foram utilizados
nestas analises. O modelo GGE nao dissocia o efeito principal de indutor (G) do efeito da
interacao indutor x ambiente (GXA), mantendo ambos combinados em termos multiplicativos,
0 que permite avaliar simultaneamente desempenho médio e estabilidade dos indutores nos

diferentes ambientes avaliados.

O modelo geral adotado foi:

Yij — U —Bj = 9gnep + giz€jz + &;j
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em que:

yij = valor observado da taxa de indugdo do i-¢simo indutor no j-€simo ambiente;

u = média geral;

p; = efeito  principal do ambiente j;

gi1€ gix= escores do i-ésimo indutor associados ao primeiro e segundo componentes
principais;

ej1€ ej, = escores do j-€simo ambiente nos respectivos componentes principais;

g;j = erro residual ndo explicado pelo modelo.

A decomposicdo foi realizada por meio da analise de componentes principais (ACP),
com base na decomposi¢cdo em valores singulares da matriz G + GXA, conforme descrito por
Yan et al. (2000) e Yan (2001), segundo o modelo:

Vij — 4= Bj = AMiunjr + A282mj2 + &

em que:

A€ A, = autovalores associados ao primeiro (PC1) e segundo (PC2) componentes principais;
;1€ &, = autovetores do i-ésimo indutor para PC1 e PC2;

nj1€ Nj, = autovetores do j-€simo ambiente para PC1 ¢ PC2;

g;j = erro associado ao modelo.

A estabilidade foi interpretada com base na projecao dos indutores em relacdo ao eixo
da Coordenada do Ambiente Médio (CMA). Quanto menor a proje¢ao perpendicular ao eixo
da média, menor a contribuicao da interacdo GXA e, consequentemente, maior a estabilidade
do indutor ao longo dos ambientes (Yan et al., 2007).

Foram gerados trés tipos principais de biplots:

e Ranking Genotypes: permite classificar os indutores quanto ao desempenho
meédio e estabilidade simultaneamente;

e  Which-won-where: possibilita identificar o indutor de melhor desempenho em
cada ambiente e a formagao de possiveis mega-ambientes;

e Relationship  among  environments: andlise de  discriminagdo e
representatividade dos ambientes, avaliadas com base no comprimento dos
vetores ambientais (capacidade discriminante) e no angulo entre eles (correlagao
entre ambientes).

As analises foram realizadas no software R (R Core Team, 2023), utilizando os pacotes

GGEBiplots (Dumble, 2017) e gge (Wright e Laffont, 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amplitude, Médias e Analise de Variancia (ANOVA)

Através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk percebeu-se, que ndo ha evidéncias
para rejei¢ao da hipdtese de normalidade, indicando que os dados apresentam distribuigao
normal (Shapiro & Wilk, 1965). Observou-se variacdo na TIH nos diferentes ambientes

avaliados individualmente (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia individual para TIH avaliados em 4 ambientes.

Foram avaliados seis e quatorze indutores na primeira e segunda safra, respectivamente. Safras
2023/24 ¢ 2024/25.

CRI Safral PN Safral CRI Safra2 ~ PN_Safra2

GL QM GL QM GL QM GL QM
Indutores 5  0,0038*** 5 0,0028*** 12 0,0014ns 13 0,003*
Residuo 116  0,0006 132 0,0007 104 0,002 98 0,0017

FV

CV% 1,45 1,66 1,57 1,17
Minima 0 0 0 0
Média 1,63 1,59 2,81 3,50
Maxima 11,45 14,13 16,83 16,67

*E* H* o * significativo para 0,1%, 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Do autor (2026).

Considerando as analises por local e safra (CRI Safral, PN_Safral, CRI Safra2 e
PN _Safra2), as médias da TIH variaram de 1,59% (PN_Safral) a 3,50% (PN_Safra2). O
ambiente CRI Safral apresentou média de 1,63%, enquanto CRI_Safra2 apresentou média de
2,81%. A média geral da TIH foi de 2,38%. Em relacdo aos valores extremos, a taxa minima
observada foi 0,00% em todos os ambientes, enquanto a maxima variou consideravelmente,
sendo 11,45% em CRI Safral, 14,13% em PN _Safral, 16,83% em CRI Safra2 ¢ 16,67% em
PN _Safra2 (Tabela 4). Dessa forma, CRI_Safra2 apresentou o maior valor maximo observado,
evidenciando maior amplitude de variagdo nesse ambiente. De modo geral, verificou-se
tendéncia de maiores médias da TIH nos ambientes CRI_Safra2 e PN_Safra2 em comparacgao
a CRI Safral e PN_Safral, indicando possivel influéncia das condigdes ambientais especificas
dessas safras e locais sobre a eficiéncia de inducao (Figura 1).

Na andlise individual conduzida para o local CRI Safral, verificou-se efeito
significativo dos indutores para a taxa de indugdo (p < 0,001), evidenciando a existéncia de

diferengas estatisticas entre os materiais avaliados nesse ambiente. De forma semelhante, no
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ambiente PN Safral também foi constatado efeito significativo (p < 0,001), confirmando a
presenca de variabilidade entre os indutores nesse local. No ambiente PN Safra2, a
significancia observada foi a (p < 0,05). Por outro lado, em CRI Safra2 nao foi detectado efeito
significativo para os indutores, sugerindo auséncia de diferengas estatisticas entre os materiais
avaliados nesse ambiente especifico. O coeficiente de variagcdo experimental (CV%) variou de
1,17% (PN_Safra2) a 1,66% (PN _Safral), indicando boa precisdo experimental em todos os
ambientes avaliados. O ambiente PN Safral apresentou maior variagdo residual, enquanto
PN _Safra2 apresentou maior estabilidade experimental (Tabela 4).

Sabe-se que, além de diversos fatores ambientais, o background genético dos genotipos
fonte, a base genética dos indutores, a textura do endosperma e outros fatores tém influéncia
direta na TIH em milho (Trentin et al. 2022). A depender dos fatores genéticos e ambientais e
da interacdo entre eles, a TIH em milho pode atingir valores proximos de 17% em condi¢des
especificas (Rotarenco et al., 2010; Chaikam et al., 2018).

A razdo entre o maior ¢ o menor quadrado médio residual das analises individuais foi
3,48 (Tabela 5 e 6), indicando homogeneidade das variancias residuais (Pimentel-Gomes,
2000). Em fung¢ao disso, tornou-se viavel a realizagcdo da andlise conjunta dos dados.

O efeito de local foi significativo (p < 0,001), indicando diferencas consistentes entre
os ambientes avaliados. A magnitude do quadrado médio demonstra que a variacao entre locais
foi aproximadamente 7,7 vezes superior ao quadrado médio residual (0,0013), evidenciando
forte influéncia ambiental sobre a TIH. Para origem do indutor, verificou-se efeito significativo
(p < 0,001), sendo este um dos fatores de maior magnitude dentre os avaliados. O valor do
quadrado médio foi aproximadamente 17 vezes superior ao residuo, indicando expressiva
contribuicao da base genética do indutor para a eficiéncia do processo (Tabela 5). O fator época
apresentou o maior quadrado médio observado (p < 0,001), representando aproximadamente
21 vezes o quadrado médio residual. Esse resultado indica que a variagdo de safra (época de
plantio) foi o principal determinante da expressdo da taxa de indu¢@o no conjunto dos dados
(Tabela 5, Figura 2). Silva (2017) também mostrou que TIH ¢ significativamente influenciada
pela época de plantio e pelo gendtipo fonte; no entanto, diferente do encontrado no presente
trabalho, Silva (2017) mostrou que a safra de verdo foi mais eficiente, com maiores taxas de

indugao.
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Tabela 5 - Resumo das andlises de variancia conjunta para 3 variaveis explicativas (Local,
Origem do indutor e época de plantio) de taxa de indugdo de 6 indutores de haploidia avaliados
em 4 ambiente em condi¢cdes de primeira e segunda safra.

Origem do Epoca de

FV Local indutor plantio

GL QM GL QM GL QM
Indutores 3 0,010%** 1 0,022%** 1 0,028***
Residuo 485 0,0013 487 0,0013 487 0,0013

QMRmaior/QMRmenor 3,48 3,48 3,48
CV% 1,28 1,29 1,28

Minima 0 0 0
Média 2,38 2,38 2,38
Maxima 16,83 16,83 16,83

kA% ** ¢ * significativo para 0,1%, 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Do autor (2026).

O tipo de indutor também apresentou efeito significativo (p < 0,001), embora com
magnitude inferior a observada para época e origem. Para o fator populagdo e grupo heterotico,
ndo foi verificado efeito significativo, indicando comportamento relativamente uniforme das

populagdes quanto a resposta a indugdo (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo das analises de varidncia conjunta para 3 variaveis explicativas (Tipo do
indutor, Populacdo e Grupo heterético) de taxa de indugao de 6 indutores de haploidia avaliados
em 4 ambiente em condi¢des de primeira e segunda safra.

Vv Tr?()iz tg(r) Populacdao  Grupo hetrotico
GL QM GL QM GL QM
Indutores 1 0,009%** 7 0,002ns 1  0,0002 ns
Residuo 487 0,0013 481 0,0013 487 0,0013
QMRmaior/QMRmenor 3,48 3,48 3,48
CV% 1,3 1,3 1,31
Minima 0 0 0
Média 2,38 2,38 2,38
Maxima 16,83 16,83 16,83

*E* k¢ * significativo para 0,1%, 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Do autor (2026).

4.2 Analises dos graficos boxplots por variaveis explicativas para Taxa de Inducio de
Haploidia (TTH)

As andlises por meio de boxplots foram conduzidas considerando as Taxas de Indugao

de Haploidia (TIH) observada para cada indutor avaliado, em fun¢ao de diferentes variaveis
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explicativas. Essa abordagem permitiu visualizar a distribuicdo dos dados, a mediana, a
amplitude interquartilica e a presenca de valores discrepantes, possibilitando comparar o
desempenho dos indutores sob distintas condi¢cdes experimentais e identificar padroes de

variabilidade e estabilidade na taxa de inducao.
4.2.1 TIH por local de condugdo dos ensaios

O boxplot evidencia variacao da TIH entre os quatro ambientes avaliados: CRI_Safral,
PN Safral, CRI Safra2 e PN Safra2. Observa-se que CRI Safra2 apresenta a maior mediana
(= 0,055), seguida por PN_Safra2 (= 0,048-0,05), enquanto CRI Safral (= 0,015-0,018) e
PN Safral (= 0,027-0,030) apresentam medianas inferiores. Esses resultados indicam

diferenga clara no desempenho médio da indugdo entre os ambientes (Figura 1).

Figura 1 - Taxa de inducao haploide (TIH) em funcdo do local
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Fonte: Do autor (2026).

Em termos de dispersdao, CRI Safra? apresenta a maior amplitude interquartilica,
evidenciada pela maior altura da caixa, indicando maior variabilidade na taxa de inducao nesse
ambiente. PN_Safra2 também apresenta dispersao consideravel. Por outro lado, CRI Safral
apresenta caixa mais estreita, sugerindo maior homogeneidade dos valores centrais. Nota-se
ainda a presenca de valores extremos, sobretudo nos ambientes de segunda safra, indicando
ocorréncia pontual de taxas mais elevadas.

A integracdo entre boxplot, QM e CV permite concluir que hé influéncia significativa
do ambiente sobre a taxa de indugdo, com destaque para CRI Safra2, que apresentou maior
desempenho mediano, embora com maior variabilidade interna. Em contraste, CRI Safral

apresentou os menores valores centrais. A elevada precisdo experimental assegura robustez as
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inferéncias, indicando que o ambiente exerce papel determinante na expressao do carater
avaliado, além disso, pode-se dizer que a variacdo apresentada pelo boxplot ¢, mais
provavelmente, decorrente da variacado ambiental e ndo de ruido experimental.

A literatura esta farta de exemplos de como o efeito ambiental pode influenciar na TIH
bem como na identificacdo das sementes haploides através da marcac¢ao do gene R1-nj (EDER
e CHALIK, et al., 2002; KEBEDE et al., 2011; BATISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2015).
Outro fator importante € o tipo de endosperma das sementes, pois ele pode mascarar a taxa de
haploides reais inferidas e influenciar positiva ou negativamente a taxa de haploides putativos
(Rober, Gordillo, Geiger 2005). Um estudo realizado em trés localidades do México, ndo
encontrou influéncia do ambiente na TIH. Foi observado uma interagdo entre os indutores per

se e 0 gendtipo fonte, mas sem interacao entre estes fatores e o ambiente (Prigge et al. 2011).
4.2.2 TIH por época de plantio

O boxplot evidencia diferencga clara na TIH entre as duas épocas avaliadas. Observa-se
que a 2* Safra apresenta mediana superior (= 0,048—0,050) em comparacao a 1* Safra (= 0,020—

0,025), indicando maior eficiéncia média de indu¢do na segunda época de cultivo (Figura 2).

Figura 2 - Taxa de inducao haploide (TTH) em funcao da época de plantio.
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Fonte: Do autor (2026).

Além da diferenga de mediana, a 2* Safra apresenta maior amplitude interquartilica,
evidenciando maior variabilidade nos valores centrais. Isso indica que, embora a média tenha

sido superior, houve maior dispersdo dos resultados nessa condi¢cdo. Em contraste, a 1* Safra
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apresenta menor dispersdo central, sugerindo comportamento mais homogéneo, porém com
desempenho médio inferior. Observa-se ainda a presenca de alguns valores extremos superiores
na 1* Safra, indicando que ocorreram casos pontuais de maior indugao.

A andlise de variancia confirmou o efeito significativo de época (p < 0,001),
demonstrando que a diferenca observada entre as safras foi estatisticamente consistente. O valor
do quadrado médio indica que a variagdo atribuida a época foi expressiva quando comparada
ao erro residual, evidenciando influéncia ambiental relevante sobre a expressao do carater.

O coeficiente de variacdo experimental foi baixo (CV = 1,28%), indicando elevada
precisdo experimental. Dessa forma, a diferenca observada no boxplot entre 1* e 2* Safra ndo

pode ser atribuida a erro experimental elevado, mas sim a efeito ambiental real.

4.2.3 TIH por origem do indutor

O boxplot evidencia diferenca no desempenho da TIH entre as duas origens avaliadas,
Inova e Cimmyt. Observa-se que os indutores provenientes do Cimmyt apresentam mediana
superior (= 0,040-0,045) em comparacdo aos materiais da Inova (= 0,020-0,025), indicando

maior eficiéncia média de inducdo para os materiais do Cimmyt (Figura 3).

Figura 3 - Taxa de inducao haploide (TTH) em fung¢ao da origem do indutor.
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Fonte: Do autor (2026).
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Além da diferenga de mediana, nota-se que a origem Cimmyt apresenta maior amplitude
interquartilica, refletindo maior variabilidade entre os valores centrais. Isso indica que, embora
a média seja superior, hd maior dispersao dos dados. Ja os materiais da Inova apresentam menor
dispersdo central, sugerindo maior homogeneidade, porém com desempenho médio inferior.
Observa-se ainda a presenca de valores extremos superiores em ambas as origens, indicando
que ocorreram casos pontuais de indu¢ao elevada.

A andlise de variancia confirmou efeito significativo de origem do indutor (p < 0,001),
demonstrando que a diferenca observada no boxplot ¢ estatisticamente consistente. O valor do
quadrado médio indica que a variacdo entre as origens foi expressiva quando comparada ao erro
residual, evidenciando que a origem genética dos indutores exerce influéncia relevante sobre a
taxa de inducao.

O coeficiente de variacdo experimental foi baixo (CV = 1,28-1,29%), indicando elevada
precisdo experimental. Dessa forma, a diferenca observada entre Inova e CIMMYT nao pode
ser atribuida a erro experimental elevado, mas sim a variagdo genética real associada a origem

dos materiais.

4.2.4 TIH por tipo de indutor

O boxplot evidencia diferenga consistente na TIH entre os dois tipos de indutores
avaliados. Observa-se que os Hibridos apresentam mediana superior (= 0,045-0,050) em
relacdo as Linhagens (= 0,025-0,030), indicando maior eficiéncia média de inducdo para os

hibridos (Figura 4).

Figura 4 - Taxa de inducao pelo tipo de indutor (linhagem x hibridos).
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Além da diferenca de mediana, os hibridos apresentam maior amplitude interquartilica,
refletindo maior variabilidade entre os valores centrais. Isso sugere que, embora apresentem
maior desempenho médio, também exibem maior dispersdo dos dados. As linhagens, por sua
vez, apresentam menor dispersao central, indicando comportamento mais homogéneo, porém
com desempenho médio inferior. Observa-se ainda a presenga de valores extremos superiores
nas linhagens, demonstrando que, apesar da média inferior, ocorreram casos pontuais de
inducdo elevada.

A andlise de variancia confirmou efeito significativo para tipo de indutor (p < 0,001),
indicando que a diferenca observada entre linhagens e hibridos € estatisticamente consistente.
O valor do quadrado médio evidéncia que a variacao atribuida ao tipo de indutor foi superior a
variagdo residual, reforcando que o contraste visual observado no boxplot possui respaldo
estatistico.

O coeficiente de variacdo experimental foi baixo (CV = 1,30%), indicando elevada
precisdo experimental. Dessa forma, a maior dispersao observada nos hibridos nao decorre de
erro experimental elevado, mas sim de variabilidade biologica real associada ao tipo de

material.

4.2.5 TIH por populagdes alvo

A distribui¢do da TIH entre os diferentes backgrounds genéticos evidencia variagao
fenotipica moderada, conforme observado pelas diferencas nas medianas e na amplitude
interquartilica dos grupos A—H. Alguns backgrounds, como F e G, apresentam medianas
superiores e maior amplitude interquartilica, indicando maior concentragdo de valores em
faixas mais elevadas de indugdo. Por outro lado, backgrounds como C e D apresentam medianas

inferiores e menor dispersao central, sugerindo desempenho mais restrito (Figura 5).
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Figura 5 - Taxa de inducao por pulagao induzida.
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Fonte: Do autor (2026).

A extensado dos limites inferior e superior dos dados ndo discrepantes também varia entre
os grupos, refletindo diferengas na amplitude fenotipica. Observa-se ainda a presenca de valores
discrepantes em alguns backgrounds, o que indica ocorréncia de respostas extremas em
determinadas combinagdes experimentais.

O coeficiente de variacdo experimental foi de 1,30%, valor considerado baixo,
indicando alta precisdo experimental e reduzida variabilidade residual. Dessa forma, a dispersdao
observada no boxplot pode ser interpretada como variagdo real entre os backgrounds genéticos,

e ndo decorrente de imprecisdo experimental.

4.2.6 TIH geral para todos os indutores avaliados

O boxplot evidencia variacdo expressiva na TIH entre os indutores per se, e suas
combinagdes. Observa-se que CIMP3 e CIMP4 apresentam medianas superiores em relacao a
CIMP1 e CIMP2, além de maior amplitude interquartilica, indicando maior dispersdo entre os
50% centrais dos dados. Por outro lado, CIMP17411 e CIMP2932 apresentam medianas
reduzidas e menor amplitude interquartilica, caracterizando desempenho inferior € menor

variabilidade interna (Figura 6).
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Figura 6 - Taxa de inducdo de cada indutor per se, e suas combinagdes (hibridos)
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Fonte: Do autor (2026).

Entre as combinagdes hibridas, destaca-se CIMP17411xCIMP2A, que apresenta
mediana elevada e distribui¢do relativamente consistente. Ja CIMPIxCIMP2B e
CIMP17411xCIMP1 demonstram maior amplitude interquartilica e presenca de valores
extremos, sugerindo maior instabilidade fenotipica. As demais combinac¢des apresentam
comportamento intermedidrio, com medianas moderadas e dispersdo variavel.

A presenca de valores discrepantes em diferentes gendtipos reforca a existéncia de
variacdo genética e possivel interacdo com fatores ambientais. Entretanto, os coeficientes de
variagdo observados anteriormente entre 1,28% e 1,31% indicam alta precisdo experimental,
sugerindo que a variabilidade observada nos boxplots reflete predominantemente diferencas
genéticas reais, € ndo inconsisténcias experimentais.

De modo geral, a amplitude interquartilica observada nos genotipos com maiores
medianas indica maior heterogeneidade na expressdo da taxa de indugdo, enquanto genotipos
com caixas mais estreitas demonstram maior uniformidade fenotipica.

Como visto na Figura 6, o indutor per se, obviamente, influencia na TIH com uma
interferéncia direta do background genético da populagdo induzida no sucesso de identificagao
dos haploides. Isto €, em certos tipos de cruzamentos de inducdo, a TIH pode variar e se desviar
da média do indutor utilizado pela interacao entre indutor e gendtipos alvo (Eder e Chalik, et

al. 2002).
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4.3 Analises dos graficos boxplots da Taxa de Populacées Induzidas (TPI) com sucesso

em relacdo as variaveis explicativas

A presente analise refere-se a estimativa da TPI com sucesso, considerando como
critério de inducao a identificacdao de qualquer marcagao associada ao marcador molecular R1-
navajo (R1-nj). Dessa forma, toda populagdo que apresentou expressio do marcador foi
classificada como induzida, independentemente da intensidade da manifestacdo fenotipica.
Esse procedimento permitiu quantificar de maneira objetiva a eficiéncia dos indutores sob
diferentes condi¢des experimentais, assegurando padronizagdo na classificacdo das populagdes

avaliadas.
4.3.1 TPI em funcao do local de conducao dos ensaios

O boxplot evidencia diferengas na distribuicao da TPI entre os ambientes avaliados.
Observa-se que CRI Safral e PN _Safra2 apresentam medianas similares e maiores. No
entanto, PN_Safra2 apresenta maior amplitude interquartilica, indicando maior variabilidade

entre as observagoes (Figura 7).

Figura 7 - Taxa de populag¢des induzidas por local.
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Fonte: Do autor (2026).

PN _Safral apresenta mediana intermedidria, com baixa dispersdo, indicando pouca
variabilidade fenotipica. J& CRI Safra2 apresenta mediana inferior em relacdo aos demais
ambientes, além da segunda maior heterogeneidade nos valores minimos e maximos. A
presenca de valores discrepantes pontuais sugere ocorréncia de respostas extremas em

determinadas combinagdes genéticas ou condigdes microambientais.
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Considerando o coeficiente de variagdo previamente estimado (=1,3%), a variabilidade
observada nos boxplots reflete predominantemente diferengas reais entre ambientes, € nao

imprecisdo experimental, indicando boa confiabilidade dos dados.

4.3.2 TPl em fun¢do da época de plantio

Na comparagdo entre primeira ¢ segunda safra, observa-se maior mediana para a
primeira safra, acompanhada de menor amplitude interquartilica. Isso indica que, além de
apresentar tendéncia de maior taxa de indugdo, essa €época também manifesta menor
variabilidade fenotipica. A segunda safra apresenta distribuicdo menos concentrada, sugerindo

menor estabilidade, com mediana ligeiramente inferior (Figura 8).

Figura 8 - Taxa de populagdes induzidas pela época do plantio.
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Fonte: Do autor (2026).

A baixa magnitude do CV reforca que as diferencas visuais observadas no boxplot sao
consistentes e nao decorrentes de erro experimental elevado, permitindo atribuir as variagdes

principalmente ao efeito da época de plantio.

4.3.3 TPI em func¢ao da origem do indutor

A comparacao entre as origens demonstra superioridade da origem Cimmyt, com
mediana mais elevada e distribui¢do concentrada em faixas superiores de taxa de inducao

(Figura 9).
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Figura 9 - Taxa de populagdes induzidas pela origem do indutor.
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Fonte: Do autor (2026).

A origem Inova apresenta mediana inferior e maior variabilidade relativa, com valores
distribuidos em faixa mais ampla e ocorréncia de observagdes proximas ao limite inferior.
Considerando o reduzido coeficiente de variagao experimental, as diferengas visuais observadas

indicam efeito consistente da origem do indutor sobre a taxa de populagdes induzidas.

4.3.4 TPI em fungao do indutor

Entre os indutores avaliados, observa-se clara distin¢cdo nas distribui¢des. CIMP2 e o
CIMP1xCIMP2B apresenta a maior mediana e distribuicao relativamente consistente. CIMP3,
CIMP4, CIMP17411xCIMP21061 e o CIMP17411xCIMP3 também demonstram desempenho
elevado, com dispersio moderada. Ja CIMP1 7411, CIMP17411xCIMP1 e
CIMP17411xCIMP2A apresentam as menores medianas, indicando desempenho inferior.

(Figura 10).
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Figura 10 - Taxa de popula¢des induzidas pelo indutor.
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Fonte: Do autor (2026).

A existéncia de valores extremos superiores em alguns indutores indica potencial
elevado sob determinadas condi¢des. A baixa estimativa de CV confirma que as diferengas

observadas no boxplot refletem variacao genética e nao ruido experimental.

4.4 Adaptabilidade ambiental e estabilidade genotipica
4.4.1 O método GGE biplot

A andlise GGE biplot evidenciou forte contribui¢dao da interacdo GxA na expressao da
taxa de indu¢do haploide, demonstrando que o desempenho dos indutores ¢ dependente do
ambiente (local x safra). A identificacdo de setores distintos no grafico “which-won-where”
confirma a presenga de adaptacdo especifica, enquanto o grafico de “ranking genotypes”
permite discriminar os materiais quanto a média geral e estabilidade, além disso, o grafico de
“relationship among environments” permite distinguir quais dos ambientes sdo mais
discriminatorios e, portanto, inferir algumas das possibilidades de sele¢do para cada ambiente.

Para os indutores avaliados quanto a taxa de indu¢do de haploidia, os dois primeiros
componentes principais explicaram 9,19% da variacgao total da interagdo G+GE (PC1 = 5,15%

e PC2 =4.04%). Essa propor¢ao da variacao indica que o modelo bidimensional foi adequado

para representar o padrao de desempenho e interacdo entre indutores e ambientes.
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4.4.2 Andlise grafica “which-won-where”

O poligono “which-won-where” formado pelo GGE biplot permitiu identificar o indutor
de melhor desempenho para cada ambiente presente em um mesmo setor. Os vértices do
poligono foram formados pelos indutores CIMP1, CIMP17411, CIMP2932, CIMP2 ¢ CIMP4,

indicando que esses materiais apresentaram maior responsividade especifica em determinados

ambientes (Figura 11).

Figura 11 - Poligono “which-won-where” do método GGE biplot de 6 indutores de

haploidia em milho avaliados em locais de altitude diferentes em condi¢des de primeira e
segunda safra.
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Fonte: Do autor (2026).
Os ambientes foram distribuidos em setores distintos. Observou-se que CRI Safral e
CRI _Safra2 se posicionaram no mesmo setor, indicando similaridade de comportamento
ambiental e favorecimento dos indutores localizados no vértice correspondente, especialmente
CIMP4, o qual apresenta desempenho superior nesse grupo de ambientes.
Por outro lado, PN _Safra2 foi alocado em setor distinto, evidenciando comportamento

ambiental diferenciado. Nesse setor, o indutor CIMP2 se posicionou como vértice do poligono,
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indicando maior desempenho especifico nesse ambiente. J4 o ambiente PN_Safral apresentou
posicionamento sem nenhum indutor em seu setor. No entanto, os indutores mais proximos do
setor de PN _Safral sao o CIMP1 e CIMP4, sugerindo melhor adaptacdo relativa desses
indutores para essa condi¢ao. No entanto, a distancia no eixo X entre os ambientes CRI_Safral
e PN_Safral ¢ muito pequena e mesmo estando em vértices distintos, os dois ambientes sao
semelhantes, principalmente por serem da mesma época.

A formagdo desses setores indica a presenca de padrdes distintos de interacdo GxA,
evidenciando que determinados indutores apresentam superioridade especifica em ambientes
particulares. Assim, observa-se a configuragao de pelo menos dois grupos ambientais distintos,
caracterizando possiveis mega-ambientes quanto a TIH. Tais mega-ambientes podem ser
interpretados como agrupamentos de ambientes, sendo um deles CRI Safral, PN Safral e
CRI Safra2, e o outro, PN_Safra2. Este resultado confirma interpretagdes anteriores das TIH
em relacdo as varidveis explicativas como local de conducdo do ensaio, época de plantio,
origem do indutor e performance do indutor per se (Figuras 1, 2, 3 e 6) de que o melhor local
para conduzir os campos de indugcdo ¢ em CRI Safra2 usando os indutores hibridos
provenientes do Cimmyt, em especial o indutor CIMP4. Diferentemente, Silva (2017) concluiu
que existe uma maior eficiéncia na indugdo de haploidia para experimentos conduzidos na
primeira safra no Estado do Parand, na regido de Maringd, usando indutores diferentes dos

usados no presente estudo.
4.4.3 Andlise grafica “relationship among environments”

Em relagdo a discriminagao e representatividade (relationship among environments), a
magnitude dos vetores ambientais indica a capacidade de cada ambiente em diferenciar os
indutores. O ambiente PN_Safra2 apresentou vetor mais longo, caracterizando maior poder
discriminante. Em contraste, CRI_Safral e PN_Safral apresentaram vetores relativamente mais

curtos, indicando menor discriminagdo (Figura 12).
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Figura 12 - Avaliagdo grafica “relationship among environments” pelo método GGE
biplot de 4 ambientes com altitudes diferentes, em condicdes de primeira e segunda safra.
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Fonte: Do autor (2026).

Observou-se que CRI Safral e PN _Safral apresentaram vetores com angulos bastante
reduzidos entre si, indicando forte correlacao positiva. Isso sugere que os genotipos tendem a
apresentar comportamento semelhante nesses dois ambientes, caracterizando-os como
ambientes redundantes do ponto de vista da discrimina¢do genotipica.

De forma semelhante, CRI Safra2 posicionou-se no mesmo quadrante superior
esquerdo, mantendo correlagdo positiva com os ambientes de primeira safra, embora com maior
inclinacao em relagdo ao eixo do primeiro componente. Isso indica que, apesar da similaridade,
ha alguma contribui¢do diferenciada da segunda componente, possivelmente refletindo
influéncia especifica da época sobre o desempenho relativo dos gendtipos.

Em contraste, PN _Safra2 apresenta vetor direcionado ao quadrante inferior esquerdo,
formando angulo obtuso em relagdo aos ambientes de primeira safra. Essa configuracao indica
correlacdo negativa ou baixa associagdo, evidenciando mudanga no padrdo de resposta dos
genotipos nessa condicdo ambiental. Essa distingdo observada para PN_Safra2 também pode
estar associada as condi¢des ambientais mais desafiadoras da segunda safra em Porto Nacional.
Nesse periodo, sao comuns temperaturas elevadas e alta pressao de pragas, fatores que podem
comprometer o desenvolvimento reprodutivo do milho. Temperaturas altas durante o

florescimento reduzem a viabilidade do pdlen e a eficiéncia da fecundagao, afetando a formacgao
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de graos. Além disso, por se tratar de materiais tropicais especificos, como os indutores, que
dependem de processos reprodutivos eficientes, essas condigdes podem dificultar a condugao
dos ensaios e contribuir para maior interagdo genotipo X ambiente.

A influéncia do ambiente nas TIH foi avaliada através de cruzamentos dialelos e ndo foi
detectado interagdo entre a capacidade geral e especifica de combinagdo com as safras,
indicando uma possivel ndo relevancia do efeito do ambiente (Kebede et al. 2011). Os autores
ainda concluem que a TIH seria muito mais dependente da capacidade de inducao do indutor,

bem como sua interagdo com o germoplasma fonte.

4.4.4 Analise grafica ranking genotypes

A avaliacdo de média vs. estabilidade foi baseada na proje¢ao dos indutores sobre o eixo
da Coordenada do Ambiente Médio (CMA). A dire¢do da seta indica maior valor médio de taxa

de indugdo haploide ao longo dos ambientes (Figura 13).

Figura 13 - Avaliacdo grafica “ranking genotypes” pelo método GGE biplot de 6 indutores de
haploidia em milho avaliados em locais de altitude diferentes em condig¢des de primeira e
segunda safra.
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Os indutores CIMP4 ¢ CIMP3 apresentam maiores projecdes na direcdo da seta do
CMA, evidenciando maior média de indugdo em relagdo aos demais. Entre eles, CIMP4
destaca-se por apresentar menor distancia perpendicular ao eixo do CMA, indicando maior
estabilidade. Ja CIMP3, embora também apresente média elevada, demonstra leve afastamento
do eixo, sugerindo estabilidade moderada.

O indutor CIMP2, apesar de apresentar projecdo consideravel na direcdo da média
(indicando um razoavel desempenho médio), exibe maior distdncia perpendicular ao eixo do
CMA, caracterizando maior instabilidade e maior sensibilidade as variagdes ambientais em
relacio ao CIMP4 e CIMP3. Esse comportamento sugere desempenho especifico para
determinados ambientes, mas menor previsibilidade geral.

Por outro lado, CIMP1, CIMP17411 e CIMP2932, posicionados no sentido oposto ao
da seta do CMA, apresentam projegdes negativas no eixo da média, indicando desempenho
inferior a média geral do conjunto de ambientes, além de apresentar baixa estabilidade devido
ao seu afastamento perpendicular da reta CMA. De modo geral, CIMP4 destaca-se como o
indutor de melhor desempenho global, por aliar elevada média de indugdo e maior estabilidade.
CIMP3 apresenta desempenho semelhante, porém com estabilidade ligeiramente inferior,

enquanto CIMP2932 demonstra o pior desempenho e pouca estabilidade.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que as condi¢cdes ambientais exercem
influéncia significativa sobre a taxa de inducdo de haploidia (TIH) em milho, validando a
hipotese de que diferencgas entre ambientes, especialmente associadas a época de plantio e ao
local de conducgdo, afetam a efici€éncia do processo. Observou-se que ambientes de segunda
safra apresentaram maior eficiéncia de inducdo, evidenciando o papel determinante das
condigdes ambientais na expressao da TIH.

Em relacdo aos fatores genéticos, verificou-se que a origem e o tipo de indutor
influenciam significativamente a taxa de indu¢@o, com destaque para os indutores provenientes
do CIMMYT e para materiais hibridos, que apresentaram desempenho superior. Esses
resultados reforcam a importancia da base genética dos indutores na eficiéncia do processo de
indugdo de haploidia.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas entre as populagdes
avaliadas, indicando que, nas condigdes deste estudo, os gendtipos fonte apresentaram resposta
relativamente uniforme a inducao.

De forma geral, conclui-se que a eficiéncia da indug@o de haploidia em milho € resultado
da interagdo entre fatores ambientais e genéticos, sendo a €poca de plantio o fator de maior
impacto entre os avaliados. Assim, a otimizacao do processo de obtencdao de duplo-haploides
depende da escolha adequada do ambiente de condugao dos ensaios e do uso de indutores com
maior potencial genético, contribuindo para maior eficiéncia nos programas de melhoramento

genético de milho.
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